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AB High yields of proteins and amino acids were obtained in a fermn. process 

using 1 of 9 strains of Azotobacter in the presence of an elec. field. 

In 

an example using A. vinelandii (strain 382 DSM) with sucrose as a 
C-source, the application of sinusoidal waves (5 V, 7 mA, and 20 Hz) 
increased the total amino acid prodn. 258% relative to that when the 

elec. 

field was not applied. 
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"Metodo de obtenclon de proteinas y amfnoacldos esenclales para la allmentaclen, por 
trafamlento electronlco de mlcroorganlsmos fijadores de N 2 P 
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MEMOR1A DESCRIPTIVA 



Mochas naclones subdesarrolladas no pueden tenet un mfnimo 
nivel protemico y esta es la causa mas fmportante del hambre en estos pafses. Estas 
circunstancias han Ifevado a lahusqueda de nuevos cammos para conseguir nuevas 
reserves de protefnos, como ocurre en EE.UU. que es el principal exportador de 
semillos oleaginosas. En Europe Occidental el 80% de las protefnas de origen enj^ 
mat proceden de la Importaclon/slendo del orden del 90% en. la Comunidad Ecoho 
mica Europec. En vista de estos daros, la Comision de Agricultura del Mercado Co 
mun se muestra pesimlsta of respecto y espera que en 1980 aun seguira tmportondo 
el 90%. 

•*» 

Por otro parte, el coste de los Fertilizantes ha aumentado enorrrie 
mente en los ultimos cinco cn*os, Incldlendo por consiguiente en el mayor coste de 
los atimentos y eh la restriccioh del suminlstro dietetico de los pafses mas subdesarro 
Hades. 

Tamblen, el alto coste del proceso Haber para sfntetirar amonfaco, 
es consecuencio de la subida del perroleo, pues el hldrogeno requerido en dlcha sm 
tesis precede del gas natural o de los crudos y requiere ademas una gran cantidad de 
energfa para $u combmacion, por cuva razon, el coste de los fertilizantes nitroge 
nados esta fntimamente relacionado con el coste de los combustibles. 

Podemos csegjrar que para la proauccion de protefnas es nece 
sorio conseguir rtcos fertilizantes nltrogenados y que estos, qufmica o microbiolo 
gicomente proceden del nitrogeno afmosferlco. Cerca del 25% del nitrogeno f f{o 
do es amonfaco slntetizado por el proceso Haber, el resto, que se estimo en 150 m^ 
Hones de toneladas metricos porxrHo, proceden de la fijacion mlcroblologlca . El 
proceso de la f fjacion del N £ , Imp I tea e! consumo de una gran cantldad demer- 
gfa que es sumFnisfrada par el metabolism© de los glucidos mediante el ATP. la 
molecula clave en lavfa de rlfacfon del N,,, es la nitrogenosa, que esta 
formada por las hlerro- sulfo - protefnas.. El transporte de electrones — 



Heno lugar a troves de los das components de !a nffrogenasa para llegar a la complete 
reducclon de! ^ y posterior conversion en gluramlna por reacclon con el glutamato y 
la glutamlnsltetasa de la celula. 

Todo el complejo slstema se puede resumir en una reduccion del por 
transferencfa electronlca medfante los cromos de re y Mo. 

Este metodo de apllcaclon electronlca a cultlvos de mlcroorganlsmos 
fi[adores de (Azotobccfer ), demuestra que es poslble acttvar el complejo mecanlsmo 
de la aslmf laclon del N^, conslgulendo aumenfar en gran parte la blosfntesls de amino- 
acldos y dlrlglr su mefabolfsmo segun el tfpo de onda sumlnlstrada y la frecuencla de la 
mtsma, 

Esta activacion tiene lugar medlante los (ones de hierro de las ferrodoxlnas, 
+2 +3 

puesto que el equlllbrlo de los Jones Fe / Fe de los Ifauldos metabollcos en los cul~ 

+2 

tlvos de Azotobacter , es alterado en el sentldo de aumentar la proporclon de Fe cuan_ 
do son suministrados compos electrlcos* 

En mlcroorganlsmos que fifan N2 no se conocen experlenclas en las que 
sean aplicadas ondas elecrricas para esfudiar sus efectos, por lo que este metodo propor- 
clona nuevos camlnos para el estudlo de la fifaclon del y para la sfntesfs de prorefnos 
y aminoacldos que son aftamente potenciados segun el tlpo de onda elecrrlca, potenclal, 
Intensldad y frecuencla de la mlsma. 

El rendimlento de obtenclon de proreinas y aminoacldos por mlcroorga- 
nlsmos que fijan t^ con este metodo electron Ico puede ser oumentado of Ir estudiando 
todas las constantes electrlcos en los puntos en que Influyen mas fsvorablemente en la bfo_ 
sfntesls de aminoacldos* 

UtIIIzando, unfcamente melazas de remolachas al 2% como sus tra to y 
apllcando ondas cuadradas de 62 mA, 20 Hz y 7 V en fermentodores de 4 litres de medio, 
es poslble conseguir celulas de Azotobqcter vfnelondll (208 CECT) que contlenen un - 
56,3% de aminoacldos, slendo destacable por su importancla en la allmentacfon la pro_ 
porclon de metlonlna (6,57%), llslna (4,85%) y otros aminoacldos esenclales, que por la 
acclon de los compos electrlcos aplicadas, fueron potenciados con re la don a los fermen_ 
tadores testlgo, 13,41 veces mas en la concentraclon de metlonlna, 4,90 veces en la 
tlroslna, 1,92 en la alanlna y un 60% mas en e I total de todo* lot amlnoacfdc^anoHzo- 
d"«. ^ 
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La superflcle do los electrodes sumerglda en el Ifquldo merabolfco era 
la correspondlente a un hllo de platfno de 5 cm de longltud y 0,~40 mm de dlametTO, 

Cuando apltcabamos los compos electrlcos en un fermontador de 5 litres 
de capacidad con 4 litres de medio de cultivo, Instalamos electrodes de platlno con una 
superflcle sumerglda de 10 x 0,5 cm. 

Las ondas electrlcos sumtnlstradas a los cultfvos procedfon de un gene- 
rador modelo Exact de un rongo de frecuenclas de 0 a 2 MHz, slendo las frecuenclas - 
5 Hz y 200 KHz de ondos slnusoldales op! i codas en los cultfvos de Azotobacter , los pun- 
tos optimos en la actlvacion del proceso reproductive de las celulas. 

La temperature de todos los cultfvos tue de 28*C durante todo el tiem- 

po de Incubaclon. Pasamos un caudal de aire ester! 1/ saturado de humedad, de 150 II- 

2 

tros /horos a una preslon de 1 Kg/cm , cuando los cultfvos fueron Incubados en un fer- 
mentador de 5 lihos de capacidad con 4 litros de. medio de cultivo y los ma traces de 250 
ml, con 100 ml de medio se Incubaron en un Incubador orbital (Controlled Environment 
Incubator Shaker N.B.S.) a 170 r.p.m. y 282C. 

REIV1NPICACIONES 

Se relvlndlca como de nueva y propla Invenclon la propledad y explo 
cl6n exclusive de: 

1) "METODO DE OBTENCION DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS * 
ESENCIALES PARA IA ALIMENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRON ICO DE Ml_ 
CROORGANISMOS FUADORES DE *, caracterizado porque a un cultivo de micro- 
organ ismas fijadores de N 2 , ie le apllca un campo electrlco de ondas slnusoldales y - 
ondas cuadradas, cuyo rango de frecuencla osclla entre 0 y 2 MHz conslgulendose un 
elevado oumento en el contenldo en peso de oasl todos los amlnoacfdos del Ifquldo me- 
tabolic©. 

2) Un raetodo, segun relvlndlcaclon 1, y caracterizado por el empleo 
de nueve estfrpes de Azotobacter como mlcroorganlsmo fljador de N^. 

3) Un metodo, segun relvlndlcaclooes 1 y 2, y caracterizado porque el 
mlcroorganlsmo empleodo es Azotobacter vlnelondll 206 CECT y la composlclo^ del me- 
dio de cultivo es (g/I) I^HPO^ 0,4; KH^, 0,1; Ko^toOj, 0,001; FeClgV x 0,003 



Y 2% de melaza de remolacha. 

4) Un metodo, *egun refvlndlcaefonejl y 2, y caracterizado porque el 
mlcroorsonhmo empleado « Azotobocter vfnelondn 382 DSM y eomo foente de carbono 
*e empleo octdo benzofco al 1%. 

5) Un metodo, segun relvlndfoacJone, I y 2, y caracterizado porque el 
mfcroorganbmo empleado ej Azotobocter vlnelandH 382 DSM y la fbente de carbono e, 
saearosa al 1,5%. 

6) Un mStodo, segGn rehrindicaciories 1 y 2, y caracterizado par el - 
empleo de Azatobactervfnelandll382 DSM y acefoto sodico al 0,5% como foente de - . 
carbono. 

7) Un metodo, segun relvindicaclones 1 y 2, y caracterizado par el - 
empleo de Azotobocter vinelcndH 382 DSM y etonol al 1%. 

8) Un metodo, segun relvlndfcacione, 1,4,5,6 y 7, y caracterizado - 
parque el cultivo tfene ona concenrradon de K,HPO, de 0,64 a/I y de KH PO de 
0,16 a/1. 2 4 

9) Un metodo, segun relvlndlcaclonei 1 y 2, y caracterizado por el - 
empleo de las .Juntos de Aztfsfeasier: Azorobo,^ rnrm; 203/ ^ 

205, 206 y 374 CECT; Azotobocter Qf,f Is 210 CECT v AzoteW*, belfe dg^g - 
CECT. 

10) Un metodo, segan reivlndicadon I, y caracterizado porque la fre- 
cuencia elecfrica empleado varid de 5 Hz a 200 KHz. 

11) Un metodo, segun relvlndicacian 1, y caracterizado porque la tem- 
peralura del cultlvo es de 282C. 

12) Un metodo, segun refv.nd,cad6n 1, y caracterizado porque «l cam- 
pa elecfrico se apllca medtante la Introducdon de onas elecirodos de plahno en el lf- 
qufdo metaboilco. 

13) "METODO DE QBTENCION DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS - 
ESENCIALES PARA LA ALIMENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRONICO DEMI 
CROORGANISMOS FUADORES DE N 2 », tal y como ,e describe en el cuerpo de esto" 
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memorla / relvindfoaclones que consta de 7 paginas escritas por una sola cars. 
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